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Summary 
The present study was carried out to confirm whether or not that the soft rot of Chinese cabbages 
(Brassicαcαmpestris， pekinensis group) was bio1ogically controlled by fluor巴scentbacterium antagonis-
tic to the pathogenic bacterium. First， the fluorescent bacterium was tried to iso1ate from rhizospheres 
of vegetab1es， weeds and wild grasses by the di1ution p1ating method with King's B medium around 
Tsuruoka， Yamagata Pref. during May to N ov. in 1997. One handred and fifty six fluoresc巴ntbacteri-
a1 strains wer巴iso1atedfrom 28 species of the p1ants tested. Antagonistic activity of the iso1ates to the 
soft rot bacterium was assayed by using 5 strains of the organism (ErωLnW Cαrotovora subsp. caroto-
vora) as indicator. Out of the iso1ates， 46 iso1ates were antagonistic on PDA and 74 iso1ates on King's 
B medium， r巴spectively.In the present experiments， 4 strains showing wide antagonistic spectrum were 
used; No. 75and No. 214 from Chinese cabbage， NO.206 from Kayatsurigusa (Cyperus microirα) and 
No. 21 from Oarechinokiku (Erigeron sumαtrensisand). After the organisms were grown in broth by 
shaking at 25 C for 24 hrs， they were centrifuged (8000Xg， 10 min.) and the bacterial cells were 
resupended in sterilized water (10' cf u/ ml ). In order to examine the efficacy of the organisms to 
control of the disease， the following treatments were conducted ; (A) bacterization of seeds by dipping 
in the suspensions， (B) bacterization of rhizoplanes of se巴dlingsw hich were seeded in sterilized soil 
and were transplanted after dipping of rhizop1anes in the susp巴nsionsand (C) spraying of th巴 suspen-
sions to leaf surfaces severa1 times. Chines巴 cabbages(cv. Matsushima-kohai W1116) were se巴dedon 
April 30 (Spring seeding) and Aug. 6 (Summer seeding) at our Univerity Farm. Consequently， controll-
ing eficacy was obtained though the degree of the efficacy varied according to the antagonisitic bacte-
ria1 strains， treatment method， growing stages and seasons of Chinese cabbages. 
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た見一 これらの事実から農薬への依存性を可能な限り
I 緒
薬剤耐性菌の出現による防除効果の低下を引き起こし
白
農薬は作物の病害防除に大きな役割を担って来た.し 軽減し，生態系との調和を重視した環境保全型農業の確
かし，長期にわたる農薬への偏重は食品の安全性，土壌 立に向けた新しい防除技術の開発，確立が要請されてい
や地下水なとeの環境への悪影響が種々指摘され，また， る16，21)
このような病害防除の一つに病原菌の詰抗微生物を利
キーワード・ハクサイ，軟腐病，生物防除，措抗菌 用した生物防除法がある 21り たとえば，果樹類やパラ
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などの根頭がんしゅ病にA.radiobαcter strain 8410• 15)， などの野菜の他に雑草根圏でも生存している 1) そこで
トウモロコシ苗立枯病にB.subtilis')，ダイコン萎黄病， 本項では各種の野菜，雑草および野草の根圏から桔抗性
ラッカセイ，インゲン，ワタの苗立枯病にPs.fluorecens" 8) 細菌を分離し，それらの軟腐病菌に対する措抗性を検討
が利用されている. した.
今日， 難防除病害とされているハクサイ軟腐病17 札 制 材料及び方法
でも詰抗微生物を利用した生物防除法の効果が期待され 1997年 5月から11月まで山形県鶴岡市およびその周辺
ている.このような観点から本研究では軟腐病菌の措抗 を中心に作物，雑草および野草をランダムに選び，根圏
細菌を植物の根圏土壌から分離し，ハクサイ軟腐病に対 土壌を採取した.それらのlOgを90凶の滅菌水に加えて
する防除効果を検討したので報告する.
E 蛍光性細菌の分離と軟腐病菌に対する拾抗性
措抗微生物を用いた生物防除ではまず抗菌活性が高く増
殖性，定着性のすぐれた指抗微生物を分離する必要があ
る14，21) ある病原菌の措抗菌はその病原菌が生存，増殖
している部位に生存していることが多い.ハクサイ軟腐
病菌 (Erωm~αcαrotouora subsp. cαrotouorα)はハ
クサイ (BrassicαcαmpestrisL. pekinnsis group) 
適宜希釈し，希釈液をKing'sB培地で平板培養した
25'C， 48時間培養後UV(365nm)照射下で蛍光を発す
る集落を選び，単集落培養を 2-3回繰り返した後， N
BY培地に移植し，保存した 次にPDAおよび、King's
B培地を各々径9cmのペトリ皿に流し込み固化後，その
平板上に分離菌株を3-4菌株植付け， 25'C， 48時間培
養した. 山形大学農学部植物病理学研究室保存の軟腐病
菌E.Cαrotouora subsp. cαrotouora 5系統を各々ブ
イヨンで25'C， 24時間振とう培養後遠心集菌 (8000Xg， 
第1表植物根圏からの軟腐病菌に対する蛍光性括抗細菌の分離
分隊源植物 分離個体数 分離菌株数
阻止帯形成菌株数
PDAけ IKing' 58') 
アプフナ(Brassicacampestris L. subsp. napus) 2 。 l 
イネ(Oryzasativa L.) l 。
エンドウ(Pis四 sativumL. var. anense) 3 3 1 3 
キク (αrysanthemummorifolium. var. anense} l 2 。 l 
キャベツ(Brassicaoleracea L. var. capitata) 日 8 2 6 
シソ (Perillafrutescens var. acuta) 3 6 。
ジャガイモ(solanumtuberosum L.) 3 5 。 2 
ター イコン(Raphanussativus L. acanthiformis) 2 l 1 
ハクサイ (Brassicacampestris L. var. pekinensis group) 43 66 25 33 
アカザ(Chenopodiumalbum L. var. centrorubrum) l 1 。 O 
オオアレチノギク (Erigeronsumatrensis) 3 3 。 l 
オオバコ (P1antagoasiatica L.) 2 5 。 2 
カヤツリグサ(Cyperusmicroiria) 5 10 2 6 
クサヨシ(Phalarisarundinacea L.) 2 2 1 O 
クログアイ (Eleochariskuroguwai) 1 。
ケイヌピエ(Panicumcrus-galli L. var. echinata) l 。
ショウブ(AcorusCalamus し var.asiaticus) l 。 l 
スズメ ノテッポウ (Alopecurusaequalis Sobol. var. amurensis) 3 7 3 l 
スベリヒユ(Portulacaoleracea し) 2 2 。 2 
ツユクサ(Co.皿 elinaco.四 unisL.) 4 4 2 2 
ナズナ(CapsellaBursa-pastoris) 。 。
ヒメジョオン(Erigeronannuus L.) 2 4 2 3 
ヒメ ヨモギ(Artemisia lavandulaefolia) l 。
へラオモダカ (Alismacanaliculatum) 3 。
メヒシノ~(Digítaría adscendens) 5 8 3 4 
ミゾソノ~(Polygonum thunbergii) l l 。
ヨモギ(Artemisiavulgaris L. var. indica) 2 4 O 。
ヤナギタデ(Polygonumhydropiper L.) 2 2 l 
計 -.-L一 102 156 46 74 
1)，2)検定培地
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10分間)した その後沈殿部を10'cuf/m!の菌数になる 菌を用い，根圏土壌および葉面での生存，増殖を併せて
ように殺菌水に懸濁し，分離菌株が集落を形成している 検討した.
平板上に噴霧した.25"C， 24~48時間培養後， 集落周辺 材料および方法
の指示菌に対する生育阻止帯の有無でその措抗性， また 供試菌株前項の分離菌株の中から比較的強い措抗活
その巾 (mm)で措抗性の強さを判定した. 性を示した次の4菌株を供試した.すなわち，NO.75 
結果と小括 (ハクサイから1997年7月14日分離，以下記載方法は同
第l表に示したように供試植物はハクサイなどの作物 じ)， No. 206 (カヤツリグサ， 1997年9月15日)，No. 21 
や雑草のカヤツリグサなど28種である.蛍光性細菌はこ (オオアレチノギク， 1997年9月15日)，No. 214 (ハクサ
れらすべての植物から分離され156菌株に達した.これ イ， 1997年10月6日)である.NO.75はPDAおよび
らの中で軟腐病菌に結抗性を示したのはPDAで46菌株 King'sB培地の両方で5系統の指示菌に措抗性を示し
King's B培地で74菌株あった.アカザ，ナズナ，ヨモギ た.
からの菌株はいずれの培地上でも措抗性を示さなかった 措抗細菌の処理方法
が，カヤツリグサ，スベリヒユ，ヒメジョオン等の作物 供試の4菌株を各々ブイヨンで前項と同様の方法で培
以外の植物根圏にも軟腐病菌の措抗菌が生存しているこ 養し，その殺菌水懸濁液(10'cfu/mJ)を作成して次の
とが示された. ような処理を行なった.
また，分離した措抗菌の抗菌スペクトルを調べるため A)種子パクテリゼーション区:70%アルコーJレで表
に5系統の指示菌に対する各措抗菌の割合をまとめ第 2 面殺菌したハクサイの種子(根こぶ抵抗性の松島交配W
表に示した.供試156菌株のうち 5系統の指示菌に措抗 1116号)を措抗菌の懸濁液に25"C， 24時間浸漬後播種し
性を示したものはPDAで5菌株，King's B培地で24 た.
菌株であった.同様に4系統に措抗性を示したものは各々 B)根面パクテリゼーション区:山形大学農学部附属
5， 1菌株， 3系統には13，6菌株， 1系統にのみ措抗 農場のハクサイ連作閏場から採取した土壌を高圧滅菌
性を示したものは15，17菌株であった.しかしながら (120"C， 2時間)した.この殺菌土嬢300gに措抗菌の懸
両培地上で措抗性を示さなかったものが各々107，83菌 濁液50m!を添加し，25"Cで7日間培養した.その後，ペー
株でそれぞれ68%，53.2%に達した.
このように抗菌スペク トルは分離菌株によって異なる
が，供試菌株はいずれもグラム陰性で運動性を有する梓
菌であり ，細菌学的諸性質等からPseudomonαs属の細
菌4.6，聞 と推察された.
I.蛍光性措抗細菌によるハクサイ軟腐病菌の防除
前項で分離した蛍光性措抗細菌を用いてハクサイ軟腐
病の防除試験を行ったまた，夏播ではGlandorfらの
方法，)で選抜した蛍光性括抗細菌のリファンピシン耐性
パーポットに充填し，前記と同様にパクテリゼーション
した種子を播種した.播種後ガラス室で10日間育苗 し，
園場に移植した.なおペーパーポットの殺菌土壌への潅
水には殺菌水を用いた.
C)葉面散布区:詰抗菌の懸濁液を播種後15日， 30日，
45日， 60日，および75日にハクサイ葉面に株当たり 50~
10m!散布した.
0)対照区.無処理のハクサイ.
圏場とハクサイの栽培法
山形大学農学部附属農場内のハクサイ連作闘場にハク
第2表分離菌株の抗菌スペクトル
供試菌株
分離菌株により生育阻止された指不菌の系統数
供試培地
5 4 3 2 
PDA 156 
5') 5 13 1 
(3.2) 0) (3.2) (8.3) (7.1) 
King's B 156 24 1 6 15 (15.4) (7.1) (3.8) (9.6) 
a)指示菌5系統に対して阻止帯を形成した菌株数
b)すべての指示菌に対して阻止帯を形成しなかった菌株数
C)% 
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15 107b) 
(9.6) (68.6) 
17 83 
(10.9) (53.2) 
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サイ (松ぬうど配W116号)を1998年 4月301](春播)と 月7日にハクサイに散布し， 0， 8，および14日後にそ
8月6口(夏播)に接種した.肥培管理等は前報2けの通 の業閣を径1.1cniのコルクボーラーでランダムに 3カ所
り行い，殺虫剤オルトラン粒斉IJを適宜散布したが，その 打ち抜き，希釈平板j去で措抗刻11指数を調べ，円盤 l枚あ
他のj;2薬は使用しなかった たりのjli数として表示した.なお，結抗制1菌 l系統あた
軟腐病の発病調査 り3個体のハクサイを1JI:試した
春摘では6月26日， 夏播では8月26日から処理区あた 結果と小括
り10個体， 2連制とし計20個体についてm水ら加の方法 (1) 措抗菌処理とハクサイ軟腐病の発病指数
によりi[火腐病の発病誠査を行なった. 春矯ハクサイ
拾抗細菌のハクサイ根圏および葉面での生存
夏橋ハクサイでリファンピシン耐tlの措抗細菌で種子
および恨面をパクテリゼーシヨンした株を選び，その根
圏土殿中の措抗細菌をリフ ァンピシン含有 (lα)ppm)p-
l培地9)を用いた希釈平板法で調査した.また，同じリ
ファンピシン耐性の措抗細菌を矯槌後62日目の1998年10
ハクサ イ の生育は良好で株当り生体重は 2 . 5 ~ 3.0 kg に
達した 軟腐病は7月に入って発生したが概して軽症で
あった 種子パクテリゼーション区の場合，NO.75では
7月12日， NO.206では7月6日および12日， NO.214で
は7月6日にそれぞれ防除効果がみられた.恨而パクテ
リゼーシヨン区ではNO.75で7月12日， NO.206で 7月
第3表 措抗細菌処理によるハクサイ軟腐病の発病指数(春播)
調
菌株 処理機
6/30 
A 1.5 
B 1.5 
No.75 
C 1.0 
D 1.0 
A 1.5 
B 1.5 
ぬ206
C 1.0 
D 1.0 
A 1.0 
B 1.0 
Na 21 
C 1.0 
D 1.0 
A 0.5 
B 0.5 
ぬ214
C 0.5 
D 1.0 
議 A.種子パクテリゼーシヨン区
B.根商パクテリゼーション区
C.葉市散布区
D.対照区
H 異符号問に5%水準で有意差あり。
228 
査 口
7/6 7/12 7/18 
19.0 49.0同様 73.0b 
17.0 45.0b 75.0b 
23.5 61.5' 85.5' 
23.5 60.5' 76.5'b 
9.0b 49.0b 70.0 
8.0b 47.0b 72.0 
22.5・ 58.0'b 77.5 
23.5' 60.5' 76.5 
22.5 63.0 78.5 
20.0 62.0 7.0 
30.5 62.5 80.5 
23.5 60.5 76.5 
16.0b 59.5 85.0 
16.5b 60.0 85.0 
14.5b 53.0 77.5 
23.5' 60.5 76.5 
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6日と 7月12日， NO.214で7月6日にそれぞれ効果が
みられたが， NO.211では種子パクテリザション区と同
様みられなかった.また，葉面散布区ではNO.214で7
月6日のみに防除効果がみられた(第3表).
夏矯ハクサイ
軟腐病は9月下旬から軟腐病が発生した.種子パクテ
リゼーション区の場合，長雨によりハクサイの発芽が不
揃いで調査に必要な株数を得ることができなかった.根
面パクテリゼーション区ではNO.211で9月26日および
10月4日に効果がみられた.また，葉面散布区の場合
NO.206で9月26日-10月10日， NO.21で9月26日， 10 
月4日，NO.214では9月26日にそれぞれ効果がみられ
た.これに対してNO.75ではいずれの方法でも防除効果
はみられなかった(第4表).
(2) ハクサイ根圏土壕および葉面での措抗細菌の生存
種子および根面を措抗細菌でパクテリゼーションした
場合，生育初期には根の発達が不充分なために根圏土壌
を採取することは困難である.このため生育が進んだ播
種後25日の8月31日に調査したところNo.75，211，およ
び214の3菌株は10'cfu/g (以下同じ)のレベルであっ
第4表括抗細菌処理によるハクサイ軟腐病の発病指数 (夏播)
調 査 日
菌株 処 理権
9/20 9/26 10/4 10/10 10/16 
A 費量滋議
B O 13.7 47.9 51.6 50.0 
ぬ75
C 。 14.2 45.3 50.0 45.0 
D O 22.6 51.6 51.6 54.7 
A 
B O 18.4' b制 48.4' 52.6' 55.8 
No 206 
C O 9.5b 37.4b 43.7b 47.9 
D O 22.6' 51.6' 51.6' 54.7 
A 
B O 8.9b 41.6b 50.0 50.0 
No 21 
C O 10.0b 37.4b 49.5 51.6 
D O 22.6' 51.6' 51.6 54.7 
A 
B O 15.3' b 49.5 52.6 52.6 
NO.214 
C O 9.5b 45.8 50.0 50.0 
D O 22.6' 51.6 51.6 54.7 
療制 第3表と同じである。
制議 欠株が多く調査不能を示す。
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第5表 ハクサイ葉商に噴霧した措抗細菌の生存
菌株 10/7 (0)'1 
NO.75 5.6X 10' bl 
No. 206 2.7X10' 
10. 21 2.3xlO' 
NIO. 214 1.1x10' 
U 調査日 (噴霧後の日数)
b) cfu/ cn1 
10/15 (8) 10/21 (14) 
0.8X 101 <101 
2.8X 101 <101 
4.0x 101 3.3x 101 
l.lx 10' <101 
たが，NO.206は10'のレベルを保持していた.その後， で軟腐病菌に措抗性であることから抗生物質とシデロフォ
多少の変動はあるものの調査した10月15日まではほぼ同 ア産生が関与しているものと推察される.ハクサイ軟腐
じレベルが保持された.また，葉面では散布直後には 4 病のような土壌病害の生物防除では種子や根面を措抗菌
菌株ともに10'cfu/ cn1 (以下同じ)であったが，その後 で処理するパクテリゼーションの方法21が広く用いられ
次第に減少し， 8日後には10'-10'のレベルとなった. ている.今回，これらの方法と葉面散布の方法により 4
14日後にはNo.211が101のレベルで検出されたが，この 系統の措抗菌を用いて防除効果を検討したところ，パク
ほかの菌株は検出されなかった (第5表). テリゼーシヨン処理した種子からの株の根圏で供試の桔
N 考 察
抗菌が10'-10' cfu/ gのレベルで生存していること，葉
面に散布した場合には比較的短期間で減少すること，軟
ハクサイ軟腐病菌はハクサイ根圏で増殖した病原菌が 腐病の防除効果は認められるものの菌株処理方法，ハク
第一次伝染源の役割を持つ見附.また，本病は地上部の サイの栽培時期等によりその効果は異なり，概して生育
茎葉からも発生し，茎葉に生息している病原菌も感染源 中期に効果がみられることが示された.また，NO.75の
となる以 このため，本病の防除では根圏や葉面での病 ように措抗活性の高い系統が必ずしも高い防除効果を示
原菌の増殖や生存を発病最小以下のレベルに抑制するこ すとは限らないことが明らかとなった.
とが重要な手段となる.最近，括抗微生物を用いた作物 措抗微生物による生物防除の効果は種々の要因によっ
病害防除技術の開発と確立が要請されており 161 本研究 て左右されるが，本実験でハクサイ軟腐病も措抗菌を用
で、はハクサイ軟腐病についてその可能性を検討した.措 いて防除できる可能性が示された.今後，その効果を高
抗微生物による防除法では括抗活性が高く，そのスペク め，確実なものにするためこの種の実験を年次，場所な
トルが広い措抗菌が有効である場合が多い211 そこでま どを変え種々の条件下で継続し，結果を集積していく必
ずpyrrolinitrinなと守の抗生物質やpseudobactinなどの 要がある.生物防除の効果を支配する因子の一つは抗菌
シデロフォアを産生し，ジャガイモ根圏における黒脚病 スペクトルが広く，根圏や葉面などの与えられた環境で
菌E.cαrotouorasubsp.αtrosepticαの増殖抑制261やト の定着性や増殖性がすぐれた措抗菌を使用することであ
マト青枯病 11など多くの細菌病で防除効果が認められて る14，21) これまで括抗菌の分離源は主に土壌や植物根圏
いる蛍光性措抗細菌の分離を試みた.措抗細菌はその病 などの自然素材に求めてきた.しかし，今後は土壌や水
原菌が生息している部位に生息していることが多いとい 中で広範囲のグラム陰性細菌に寄生して増殖するBdello-
われ，これまで軟腐病菌はアカザ，ツユクサ，ノゲシ uibriobαctenouorusやプロトゾア21 微生物の細胞壁
スベリヒユなどの根圏に生存していることが報告されて を溶解するほふく細菌21などの利用についての検討も必
いる川 本実験でも軟腐病菌が生息，増殖しているハク 要と考えられる.また， uv照射や化学変異原処理によ
サイなどの野菜のほかに各種の雑草や野草の根圏から蛍 る有効な措抗菌の選抜や形質導入，形質転換，組換え
光性細菌が分離された.微生物の措抗性は捕食，寄生 DNA技術開等により 有効で安全な措抗菌の作出など
(溶菌)，パクテリオシン，抗生物質，栄養の競合16，18，21) も試みる必要があると思われる.
等によるが，今回の蛍光性細菌はPDAやKing'sB培地 最近，ハクサイ軟腐病の病斑形成が非病原性のパクテ
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リオシン産生菌株によって阻害される聞 ことから，この
菌株が防除剤として実用化されているべ 今後措抗菌と
非病原性パクテリオシン産生菌を混合して使用する方法
等によりさらに高い防除効果が期待される.
V 摘要
蛍光性措抗細菌によるハクサイ軟腐病の生物防除につ
いて検討した.1997年5月1日まで鶴岡市周辺でハクサ
イなどの作物，雑草，野草の根圏から蛍光性細菌の分離
を試みたところ28種の植物から156菌株が分離された.
指示菌として5系統の軟腐病細菌E.carotovorasubsp. 
carotovoraを供試し分離菌株の措抗性を検討した結果，
PDA上では46菌株，King's B培地では74菌株が括抗'生
を示した.これらの蛍光性細菌の中から抗菌スペクトル
が比較的広い4菌株 (No.75，206， 211， 214)を用い，
1998年山形大学農学部附属農場でハクサイの種子，根面
のパクテリゼーションおよび葉面散布を行い，ハクサイ
軟腐病に対する防除効果を調査した.詰抗菌の菌株，そ
の施用法，ハクサイの栽培時期などで防除効果は異なる
もののこれらの措抗細菌を用いてハクサイ軟腐病を生物
的に防除できる可能性が示唆された.
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